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DNA二次元電気泳動 (RL G S) 法は DNAを切断する制限酵素がその認識部位を再現性よく認識し切断する
ことから，制限酵素サイトがランドマークとして活用できるであろうという概念から考案された筆者らのオリジナル
な方法である。その概要は以下の 7 つのステップより成る。(1)プロッキング:一般にゲノム DNAは組織から精製す
る過程で，ニックやギャップが入る。標識をする際には，そのような部位にも標識が入り，パックグラウンドの原因
となる。そこで標識する前に新しいヌクレオチドアナログ (ddYTP (αS J) を取り込ませた。そうすることによ
り，エキソヌクレアーゼ活性による分解を防ぎかっ新たなヌクレオチドの付加も阻害することができた。
(2) ランドマーク切断: (1)の方法で前処理したDNAを rare-cutter 酵素 (Not 1 )で切断する。 (3) ランドマーク標識:
切断端をラジオアイソトープ ((α 縫 PJ d C T P (6 ,000Ci/mmol), ((α 忽 PJ d G T P (3 ，000Ci/mmol)で標識
するo 標識後，制限酵素 Pst 1 で更に切断して，一次元分副を行なう。 (4)一次元分画:アガロースゲルを用いて， (3) 
で調製したDNAの電気泳動を行なう。 (5)DNA のゲ‘ル中での切断:一次元電気泳動した DNAをゲル中で，制限酵





RLGS原法に比べて必要コストおよびスペースを約10分の l 以下に抑え，一日の処理能力を 2 枚/日から 16枚/日
にすることができた。 RLGS画像は半切の画面上にゲノム上の約3.000点を抽出することができる。これをマウ






きる。 2) 数千のスポット(染色体座位)が一度にスキャニングできる。 1 枚の RLGSパターンでスキャニングで
きる領域は数パーセントにすぎないが異なるランドマークを使用することにより，スキャニング領域を拡大するこ
とができる。 3) スポットの強度はゲノムのランドマークのコピー数を反映するO 従って，ハプロイド，デュプロ
イドの変化を判別することが可能である o 4) サザン法と異なりプロープが不要なので，全ての生物種に適用可能で
ある o 5) 更に，メチル化感受'性の酵素 (Not 1 等)を用いることにより，生物ゲノムにおいて遺伝子の発現制御に
重要な役割を果たしていると考えられているメチル化の変化を系統的に検出することができる。本論文ではこのよう
に数多くの応用が可能である RLGS法を全面的に改変し，効率化，高速化，安定化を実現した。更に，本法
(R L G S V er. 1 . 8 )をマウスの全ゲノム地図作成に応用し，実際に約200個の新しいDNAマーカーを高速にマッ
ピングした。これは疾患モデル動物としてのマウスの突然変異体をポジショナルクローニング法によって最終的に
















用範囲も広し、。本法の応用例のーっとして. Not 1 等のメチル化感受性酵素を使うことにより， CpG island のメチル
化の変化を追うことも可能である O 実際に筆者らはメチル化の変化を追うことによりインプリンティング現象を示す
遺伝子U 2 afbprs を同定した。この過程で，筆者らは restriction trapper を用いた spot cloning 法を開発し，
RLGS画像から効率よく spot の cloning を行うな系を樹立して来た。更に， spot の intensity は染色体のコピー数
を反映することから がん細胞における染色体の欠失や増幅なども検出することできる。また本法は他の全ての生物
種に応用できる方法で DNAマーカーの存在しない生物種においても有効である O このような，生物学に普遍的に
応用できうる方法論の開発とその応用を実証した本論文の成果は，博士(医学)の学位授与に値するものと考えるO
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